Identification and characterization of genes and genomic regions of Trichoderma harzianum IOC3844 related to plant biomass degradation   by Ferreira Filho, Jaire Alves, 1990-
 
 
                      
 
 
UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS 
INSTITUTO DE BIOLOGIA 
 
 
 
JAIRE ALVES FERREIRA FILHO 
 
 
“IDENTIFICAÇÃO E CARACTERIZAÇÃO DE GENES E 
REGIÕES GENÔMICAS DE Trichoderma harzianum IOC3844 
RELACIONADOS À DEGRADAÇÃO DA BIOMASSA 
VEGETAL” 
 
“IDENTIFICATION AND CHARACTERIZATION OF GENES 
AND GENOMIC REGIONS OF Trichoderma harzianum 
IOC3844 RELATED TO PLANT BIOMASS DEGRADATION” 
 
 
 
 
 
 
 
CAMPINAS 
2019 
 
 
JAIRE ALVES FERREIRA FILHO 
 
 
“IDENTIFICAÇÃO E CARACTERIZAÇÃO DE GENES E REGIÕES 
GENÔMICAS DE Trichoderma harzianum IOC3844 RELACIONADOS À 
DEGRADAÇÃO DA BIOMASSA VEGETAL” 
 
“IDENTIFICATION AND CHARACTERIZATION OF GENES AND 
GENOMIC REGIONS OF Trichoderma harzianum IOC3844 RELATED 
TO PLANT BIOMASS DEGRADATION” 
 
 
Tese apresentada ao Instituto de Biologia da 
Universidade Estadual de Campinas como parte 
dos requisitos exigidos para a obtenção do Título 
de Doutor em Genética e Biologia Molecular, na 
área de Genética de Microorganismos. 
 
Thesis presented to the Institute of Biology of 
the University of Campinas in a partial 
fulfillment of the requirements for the degree of 
Doctor in Genetics and Molecular Biology, in 
the area of Genetics of Microorganism. 
 
Orientador: Profa. Dra. Anete Pereira de Souza 
 
ESTE ARQUIVO DIGITAL CORRESPONDE À VERSÃO 
FINAL DA TESE DEFENDIDA PELO ALUNO JAIRE ALVES 
FERREIRA FILHO E ORIENTADO PELA PROFA. DRA. 
ANETE PEREIRA DE SOUZA 
 
 
CAMPINAS 
2019 
 
 
 
COMISSÃO EXAMINADORA 
 
Profa. Dra. Anete Pereira de Souza 
Profa. Dra. Sindélia Freitas Azzoni 
Prof. Dr. Eduardo Fernandes Formighieri 
Prof. Dr. Manoel Teixeira de Souza Junior 
Profa. Dra. Anita Jocelyne Marsaioli 
 
 
 
Os membros da Comissão Examinadora acima assinaram a Ata de Defesa, que se encontra no 
processo de vida acadêmica do aluno. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
“I open at the close” 
“Abro no Fecho”  
J.K. Rowling, Harry Potter and the Deathly Hallows 
 
 
AGRADECIMENTOS 
 
Agradeço à minha orientadora Profa. Dra. Anete Pereira de Souza por ter me recebido em seu 
grupo de pesquisa, pelos ensinamentos e pela contribuição em minha formação como 
pesquisador. 
 
Aos pesquisadores Dra. Maria Augusta Crivelente Horta e Dr. Clelton Aparecido dos Santos 
pela amizade e pela grande contribuição em meu aperfeiçoamento científico, ao longo do 
doutorado, foi uma honra trabalhar com vocês. 
 
Aos colegas do LAGM-CBMEG pela amizade e ajuda em momentos difíceis, especialmente: 
Maria Augusta, Clelton, Lilian, Juliano, André, Deborah, Maria Lorenza, Cleiton, Rafaela e 
Beatriz. 
 
Aos colegas do LAGM-Barracão com quem, apesar da distância física, consegui estabelecer 
uma relação de amizade e troca de conhecimento, especialmente, Luciano e Rebecca.  
 
Aos técnicos do laboratório Aline, Danilo, Juverlandi e Patrícia sempre dispostos a ajudar. 
 
Aos professores: Felipe, Michel Vincentz, Renato Vicentini, Paulo Arruda e Marcelo Menossi 
pela contribuição nas disciplinas que cursei no doutorado. 
 
A todos os meus familiares, principalmente, a meus pais e minhas irmãs, que me acompanharam 
e auxiliaram ao longo de todos esses anos de pós-graduação. 
 
O presente trabalho foi realizado com a apoio da Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal 
de Nível Superior – Brasil (CAPES) – Código de Financiamento 001. 
 
À CAPES (Programa de Excelência Acadêmica - PROEX) e ao CNPq (170565/2017-3) pela 
bolsa de doutorado concedida. À FAPESP (2015/09202-0) e a CAPES (Programa Biologia 
Computacional - 88882.160095/2013-01) pelo auxílio na pesquisa e na publicação dos artigos. 
 
 
 
 
RESUMO 
 
O Brasil é um dos países com maior potencial para a produção de energia a partir de 
fontes biorenováveis.  A produção de bioetanol, utilizando resíduos de biomassa vegetal, é uma 
das principais alternativas para implementar uma matriz energética sustentável no país. Um dos 
principais desafios, para implementar essa tecnologia, é a obtenção de enzimas mais eficientes 
para a hidrólise da biomassa vegetal, os fungos que são os organismos potenciais para a 
prospecção dessas enzimas. Trichoderma harzianum é um fungo filamentoso já muito aplicado 
no controle biológico e com potencial para estudos envolvendo a produção de enzimas 
hidrolíticas. Este trabalho teve por objetivo identificar, anotar e caracterizar genes e regiões 
genômicas relacionadas à hidrólise de biomassa vegetal pelo fungo T. harzianum. Utilizou-se 
uma abordagem de integração de diferentes tipos de dados genéticos, tais como genômica, 
transcriptômica, proteômica e de biologia de sistemas para melhor compreender os mecanismos 
moleculares envolvidos no processo de degradação da biomassa vegetal em T. harzianum. 
Enzimas relacionadas à degradação de carboidratos são catalogadas, em um banco de dados 
denominado CAZy (Carbohydrate-Active enZYmes Database) em que foram identificados e 
anotados 430 CAZymes no genoma de T. harzianum, os quais foram classificados, segundo o 
banco CAZy: 259 GHs (hidrolases glicosídicas), 101 GTs (glicosil transferases), 6 PLs 
(polissacarídeo liases), 22 CEs (carboidrato esterases), 42 AAs (atividade auxiliar) e 46 CBMs 
(módulos de ligação a carboidrato). Analisando a expressão, por meio dos dados de RNA-Seq 
de T. harzianum, as famílias de genes com o maior nível de expressão foram: GH18 (23 genes), 
GH3 (17 genes), GH16 (16 genes), GH2 (13 genes) e GH5 (12 genes). Em T. reesei, T. virens 
e T. atroviride, foram anotados 355, 441 e 422 CAZymes, respectivamente. Foram 
sequenciadas 62 regiões genômicas na biblioteca de BACs de T. harzianum da linhagem 
IOC3844 e um total de 1676 genes foram preditos e anotados, dentre eles foram encontrados 
222 CAZymes para essa linhagem. Utilizando dados de RNA-Seq do fungo cultivado, nas 
condições de degradação de celulose e glicose, foram encontrados 114 genes com expressão 
diferencial na condição de celulose. O fator de transcrição Cellulose Regulator 2 (CLR2) que 
possui sintenia e conservação filogenética, em diferentes espécies de Trichoderma, foi 
encontrado diferencialmente expresso na condição de celulose. Além disso, a rede de 
corregulação de genes induzidos em celulose apresentou genes como o CIP2 (Cellulose Induced 
Protein 2) da família CE15 e uma LPMO (Monooxigenase lítica de polissacarídeo) da família 
AA9. T. harzainum possui um conteúdo de enzimas celulolíticas semelhante ao encontrado, 
 
 
para T. ressei (um dos fungos mais utilizados para a produção de enzimas celulolíticas), o que 
reforça que essa espécie possui potencial para a prospecção de novas enzimas eficientes à 
aplicação em coquetéis enzimáticos utilizados no processo de hidrólise enzimática para a 
produção de bioetanol. 
Palavras-chave: Genômica, RNA-seq, enzimas, celulases, fungos.  
     
      
       
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ABSTRACT 
 
Brazil has a great potential for the production of bioenergy from renewable sources, 
including residues of plant biomass. One of the main challenges to implement technology for 
the production of biofuels from lignocellulosic substrates is to obtain efficient enzymes for the 
hydrolysis of plant biomass. Fungi are potential organisms for the prospection of Carbohydrate-
Active enZYmes (Cazy). Trichoderma harzianum is a filamentous fungus already widely 
applied in biological control and with potential for studies involving the production of 
hydrolytic enzymes. This work aimed to identify, annotate and characterize genes and genomic 
regions related to the hydrolysis of plant biomass by T. harzianum. We used an approach to 
integrate different types of genetic data, such as genomic, transcriptomic, proteomic and 
systems biology to better understand the molecular mechanisms involved in the process of plant 
biomass degradation by T. harzianum. Using the Cazy database we identified and annotated 
430 CAZymes in the genome of T. harzianum, of which were classified according to CAZy 
database: 259 GHs (Glycoside Hydrolases), 101 GTs (Glycosyl Tranferases), 6 PLs 
(Polysaccharides Lyases), 22 CEs (Carbohydrate Esterases), 42 AAs (Auxiliary Activities) and 
46 CBMs (Carbohydrate-Binding Modules). We analyzed the expression by means of the T. 
harzianum RNA-Seq data the families of genes with the highest level of expression were: GH18 
(23 genes), GH3 (17 genes), GH16 (16 genes), GH2 (13 genes) and GH5 (12 genes), contrasting 
with the number showed in T. reesei, T. virens and T. atroviride, 355, 441 and 422 CAZymes, 
respectively, were annotated. A total of 1676 genes (222 CAZymes) were predicted and 
annotated from 62 genomic regions that were sequenced in the T. harzianum BAC library of 
the IOC3844 strain. Using RNA-Seq data from the fungus grown in cellulose and glucose 
degradation conditions, 114 genes with differential expression were found in the cellulose 
condition. The transcription factor Cellulose Regulator 2 (CLR2), which possesses synteny and 
phylogenetic conservation in different species of Trichoderma spp. was found differentially 
expressed in the cellulose condition. In addition, the co-regulatory network of cellulose-induced 
genes showed genes such as CIP2 (Cellulose Induced Protein 2) from the CE15 family and a 
Cooper-dependent lytic polysaccharide mono-oxygenases (LPMO) from the AA9 family. T. 
harzianum has a cellulolytic enzyme content similar to that found for T. ressei (one of the most 
used fungi for the production of cellulolytic enzymes), which reinforces that this species has 
the potential for the prospection of new and more efficient enzymes for application in enzymatic 
cocktails in the bioethanol production process. 
 
 
Key words: Genomic, RNA-Seq, enzymes, cellulases, fungi.  
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INTRODUÇÃO GERAL 
 
A maioria das espécies de fungos, por serem saprófitas, produzem importantes grupos 
de enzimas, as quais desempenham um papel fundamental na decomposição de resíduos 
vegetais (Tian et al., 2009; van den Brink e de Vries, 2011). Desta forma, tais enzimas são alvos 
atrativos para fins biotecnológicos e industriais (Enari e Markkanen, 1977; Wainwright, 1992; 
De Abreu et al., 2018). Enzimas que degradam carboidratos complexos, como a celulose e 
hemicelulose, são fundamentais no bioprocesso de produção de biocombustível, por meio de 
matéria-prima vegetal e têm sido alvo de muitos estudos para bioprospecção (van den Brink e 
de Vries, 2011; Van Dyk e Pletschke, 2012; Horta et al., 2014).   
Trichoderma harzianum é um reconhecido agente biocontrolador, efetivo contra fungos 
fitopatogênicos (Elad et al., 1980; Marzano et al., 2013; Moïse et al., 2018). No entanto, 
especial atenção tem sido dada a seu potencial em hidrolisar e metabolizar a celulose presente 
na biomassa vegetal (Pellegrini et al., 2015; Lopez-Ramirez et al., 2018). Embora as enzimas 
produzidas por T. harzianum sejam de grande potencial biotecnológico, não existem muitos 
trabalhos explorando e integrando diferentes dados de biologia avançada em T. harzianum, 
especialmente, aqueles relacionados à sua capacidade de degradação da biomassa vegetal, bem 
como aqueles relacionados à regulação e expressão dos principais fatores de transcrição 
envolvidos na expressão de enzimas de degradação. 
T. reesei é um dos fungos celulolíticos melhor estudado. Grande parte das enzimas 
aplicadas industrialmente são provenientes de linhagens modificadas desse fungo (Jun et al., 
2011), o qual já possui genoma completamente sequenciado e finalizado em cromossomos 
(Martinez et al., 2008; Li et al., 2017) e diversos trabalhos de expressão, em diferentes 
condições de crescimento (Häkkinen et al., 2012; Bischof et al., 2013), estudos estruturais com 
a determinação da estrutura tridimensional de enzimas (Divne et al., 1994; Borisova et al., 2018) 
e mutantes com silenciamento e superexpressão de genes relacionados com degradação da 
biomassa (Montenecourt e Eveleigh, 1977; di Cola et al., 2018). 
As famílias de enzimas que são ativas na degradação de carboidratos podem ser 
encontradas no banco CAZy (www.cazy.org) (Lombard et al., 2014). As famílias de proteínas 
do banco CAZy têm sido agrupadas em cinco diferentes classes: hidrolases glicosídicas (GHs), 
glicosil transferases (GTs), polissacarídeo liases (PLs), carboidrato esterases (CEs) e atividade 
auxiliar (AAs). As enzimas da classe GH são as mais numerosas entre as CAZy e são enzimas- 
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chave na hidrólise de carboidratos, já que algumas têm a capacidade de clivar ligações 
glicosídicas entre os resíduos de glicose (Häkkinen et al., 2012; Ferreira Filho et al., 2017). 
A busca por enzimas mais eficientes, para realizar a hidrólise do material vegetal, 
constitui um dos principais obstáculos para a consolidação dessa tecnologia, já que a produção 
e aplicação dessas enzimas, em escala industrial, possui um alto custo. Poucas empresas no 
mundo produzem coquetéis enzimáticos, para esse tipo de aplicação, resultando em um preço 
elevado deste produto no mercado. Como também diferem em seu modo de atuação, 
dependendo do tipo de biomassa vegetal, existe uma demanda no Brasil, para a formulação de 
coquetéis específicos, para o tipo de biomassa utilizado nacionalmente.  Com isso, a prospecção 
de novas enzimas, para integrar coquetéis enzimáticos, tem ganhado cada vez mais destaque 
em instituições de pesquisa no Brasil, como na EMBRAPA, no Laboratório Nacional de 
Ciência e Tecnologia do Bioetanol (CTBE) e em diversas universidades públicas e privadas. 
Neste grupo de pesquisa desenvolveu-se a primeira biblioteca de BACs (Bacterial 
Artificial Chromosome) para T. harzianum da linhagem IOC3844 que pode agora ser utilizada 
em associação com os dados de RNA-Seq para se identificar e caracterizar grandes regiões do 
genoma de T. harzianum (Horta et al., 2014; Crucello et al., 2015). Além disso, os dados 
genômicos de T. harzianum, disponíveis em bancos de dados, podem ser utilizados para 
comparar e melhor caracterizar o conteúdo CAZyme desse fungo e prospectar novas enzimas 
para a aplicação na produção de biocombustíveis. Além disso, há dados bioquímicos de uma β-
glicosidase (Santos et al., 2016) e de uma suolenina (Santos et al., 2017), sequências proteicas 
do extrato do fungo crescido em diferentes condições de degradação de biomassa e uma rede 
de corregulação construída a partir de dados de correlação do nível de expressão de todos os 
genes deste fungo (Horta et al., 2018).  
O objetivo deste estudo foi ampliar as informações genômicas relativas ao conteúdo de 
CAZymes e possíveis fatores de transcrição, transportadores e proteínas assessórias de T. 
harzianum, investigando os principais genes envolvidos com a hidrólise de biomassa por este 
fungo. Além disso, explorar diferentes dados, já disponíveis no grupo de pesquisa, tais como o 
de proteínas secretadas e de redes de corregulação, buscando uma compreensão global de 
mecanismos genéticos e moleculares de degradação da biomassa vegetal para T. harzianum. 
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REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
Bioetanol no Brasil 
 Com a crise de combustíveis à base de derivados fósseis, grande parte dos países tem 
buscado alternativas para implementar uma matriz energética mais limpa e sustentável (Macedo 
e Nogueira, 2010; Farina e Rodrigues, 2018). Produção de energia proveniente de 
hidroelétricas, solar, eólica e da biomassa vegetal são alguns exemplos dos chamados 
combustíveis de fonte renováveis, dentre os quais a energia produzida, a partir de biomassa, 
tem enorme potencial em razão de ter um rendimento energético próximo ao obtido com base 
em derivados de petróleo (Wright, 1988; Hall, 1991). O Brasil, por sua grande disponibilidade 
de área agriculturável, é um país com enorme potencial para a produção desse tipo de 
biocombustível (Goldemberg e Lucon, 2007; de Aragão Pedroso et al., 2018). 
 Algumas políticas públicas foram implementadas no Brasil, para concretizar a utilização 
de biomassa vegetal na produção de combustível, sendo que a principal delas foi o Proálcool 
(Programa Nacional do Álcool), na década de 70, que tinha como objetivo produzir 
combustíveis  renováveis que substituíssem a gasolina (Nitsch, 1991; Santos, 1993). Dessa 
forma, foi incentivado o aumento da área de plantio da cana-de-açúcar para fornecer a matéria-
prima necessária para a nova demanda de produção de bioetanol. Por meio desses incentivos, o 
Brasil se tornou um dos países pioneiros, na produção de bioetanol de primeira geração, a partir 
de cana-de-acúcar. 
 A conversão de materiais lignocelulósicos em bioetanol de segunda geração (ou também 
conhecido como etanol 2G) é uma tecnologia que permite ampliar e otimizar o processo de 
conversão de energia, a partir da biomassa vegetal da cana-de-açúcar e o Brasil, por possuir 
uma área adequada de plantio da cana que não é ocupada por floresta ou área protegida, possui 
todos os requisitos, para ser um dos pioneiros na produção dessa energia limpa, aliando 
rendimento econômico com desenvolvimento sustentável (Milanez et al., 2015).    
 Nesta perspectiva, um dos grandes gargalos da produção de etanol 2G é o alto custo da 
etapa de hidrólise do material lignocelulósico, por meio de coquetéis enzimáticos  (formulações 
obtidas, a partir da prospecção de enzimas de diferentes organismos) (Carli, 2011), cuja 
tecnologia está disponível no mercado a um alto custo, por meio de poucas empresas detentoras 
de patentes dessas formulações. Sendo assim, um grande esforço tem sido realizado por 
instituições de pesquisa no Brasil (Universidades, Centros de Pesquisa como o CTBE e 
Embrapa) para a descoberta de novas enzimas hidrolíticas altamente eficientes na degradação 
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da biomassa lignocelulósica do bagaço da cana-de-açúcar que é a principal matéria-prima para 
a produção do etanol 2G (de Figueiredo et al., 2018; Santos et al., 2018).       
 
Fungos e produção de enzimas hidrolíticas 
Os fungos são organismos eucariotos amplamente distribuídos no meio ambiente e 
podem crescer em diferentes substratos (Valencia e Chambergo, 2013). Pelo seu potencial na 
produção de enzimas e metabólitos, esses organismos têm sido largamente utilizados pelo 
homem em aplicações industriais e biotecnológicas (Wainwright, 1992). No caso da aplicação 
dessas enzimas, para a produção de etanol 2G, o foco são enzimas que degradam a biomassa 
vegetal (celulose, hemicelulose e lignina) (Lee, 1997; van den Brink e de Vries, 2011). 
O conjunto de enzimas formuladas, para degradar com eficiência a parede celular 
vegetal, é denominado de coquetel enzimático, em que, geralmente, as enzimas utilizadas 
nesses coquetéis são provenientes de diferentes organismos. As enzimas utilizadas em 
aplicações industriais devem ter características específicas, tais como alta estabilidade térmica, 
tolerância a resíduos do processo de conversão e atuação em sinergia com as demais enzimas, 
além de ter um custo viável para a aplicação da tecnologia em escala industrial (Meyer et al., 
2009; Maitan-Alfenas et al., 2015; Kubicek e Kubicek, 2016).  
Atualmente, no Brasil, existem muitos projetos de pesquisa que tentam viabilizar o 
processo de hidrólise enzimática em matérias-primas da cana como o bagaço e a palha (resíduos 
do processo industrial). Dessa forma, os pesquisadores esperam obter bioetanol por via 
enzimática, utilizando celulases, enzimas capazes de quebrar o polímero de celulose, em 
moléculas menores, que podem ser transformados em álcool combustível após o processo 
fermentativo. Diante desse cenário, existe uma corrida para prospectar novas enzimas que sejam 
mais eficientes visando tornar esse bioprocesso economicamente rentável.   
Os três principais grupos envolvidos na hidrólise da celulose são: celobio-hidrolases ou 
exoglucanases (CBH); endo-β-1,4-glucanases (EG) e β-glicosidases (Gupta et al., 2016). Além 
das enzimas de função principal, na degradação da molécula de celulose, outras enzimas 
também são conhecidas como coinduzidas e possuem papel fundamental nesse bioprocesso. É 
o caso das enzimas LPMO – Monooxigenase lítica de polissacarídeo (Lytic polysaccharide 
monooxygenase) que, atualmente, são classificadas, segundo o banco CAZy (Carbohydrate-
Active enzymes database), na classe de atividade auxiliar 9 (AA9); suoleninas que atuam no 
afroxamento das fibras de celulose, permitindo um maior acesso das enzimas e de enzimas 
denominadas CIP1 e CIP2 (Cellulose induced protein). A proteína CIP1 possui similaridade 
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estrutural com enzimas liases e a CIP2 com glucuronoylesterase da família CE15 
(Carbohydrate esterases 15) (Bischof et al., 2016).   
A empresa Dinamarquesa Novozymes é detentora da tecnologia, para a produção do 
principal coquetel enzimático, utilizado mundialmente, inclusive no Brasil, para a realização da 
hidrólise enzimática. Embora existam grupos esparsos focando na produção de enzimas, para 
desenvolver/melhorar coquetéis enzimáticos para fins industriais, que estão se consolidando no 
Brasil, ainda, necessita-se de estudos sistemáticos e integrativos os quais busquem alternativas 
industriais, na rica biodiversidade genética que nosso país abrange. Assim sendo, produz-se  
conhecimento básico suficiente, para o desenvolvimento de uma tecnologia de hidrólise 
específica a fim de atuar na biomassa vegetal gerada na agroindústria brasileira. 
 
O gênero Trichoderma e a aplicação de enzimas hidrolíticas 
 Atualmente as enzimas mais estudadas e utilizadas em escala industrial são produzidas 
pelo fungo Trichoderma reesei e do gênero Aspergillus spp. Esses organismos são a fonte das 
principais enzimas que compõem coquetéis enzimáticos que estão disponíveis no mercado. T. 
reesei é um fungo amplamente estudado, com diversos trabalhos na área de genômica, 
transcriptômica, proteômica e de engenharia proteica e metabólica (Bischof et al., 2016). 
 Trichoderma é um gênero de fungo apto a colonizar diferentes substratos em diferentes 
condições ambientais (Harman et al., 2004) (Figura 1a). Um dos mais significativos nichos 
ecológicos ocupados por Trichoderma spp. é a rizosfera das plantas que é efetivamente 
colonizada pela capacidade de esse fungo interagir com as plantas e competir com os 
microrganismos do solo (Howell, 2003). Essa habilidade é o resultado de um longo período de 
coevolução, no qual se desenvolveram mecanismos biológicos, para o ataque de outros 
microrganismos e para o favorecimento do crescimento da planta (Harman, 2006; Vinale et al., 
2008).  
 Trichoderma harzianum Rifai (Ascomycota, Hypocreales, Hypocreaceae) é uma 
espécie comum no solo e utilizado no controle biológico de uma variedade de fungos 
fitopatógenos (Küçük et al., 2007) (Figura 1b). Porém o uso para degradação de biomassa 
lignocelulósica ainda é pouco explorado se comparado com outros fungos celulolíticos. Em 
virtude de elevada atividade celulolítica de algumas linhagens, T. harzianum tem se mostrado 
um potencial considerável para aplicações em hidrólise de biomassa (da Silva Delabona et al., 
2012; Horta et al., 2014; da Silva Delabona et al., 2016). Estudos demonstram que linhagens 
do fungo T. harzianum apresentam atividades enzimáticas que hidrolisam diferentes tipos de 
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carboidratos (de Castro et al., 2010; Benoliel et al., 2013; Borisova et al., 2018; Horta et al., 
2018). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
Figura 1. Fungos do gênero Trichoderma crescidos em meio sólido (a); Microscópia de luz do 
micélio do fungo T. harzianum (b).  
 
A linhagem brasileira T. harzianum IOC3844 é uma linhagem pública, disponível na 
coleção de culturas da Fundação Oswaldo Cruz (Fiocruz, RJ, Brasil), cujos estudos prévios 
demonstraram seu potencial para a produção de enzimas do complexo celulolítico. Um estudo 
demonstrou que T. harzianum IOC3844 apresenta alta atividade de endoglucanase, além de 
níveis significantes de β-glicosidase e FPase (“Filter Paper Activity enzyme”), quando cultivado 
em bagaço de cana-de-açúcar pré-tratado (de Castro et al., 2010). 
A sacarificação de substratos celulósicos exige coquetéis com cerca de 20 celulases 
diferentes, além de outras proteínas/enzimas acessórias, cuja interação entre si é determinante 
para a viabilidade do processo. Apesar do avanço, nos últimos anos, que levaram a uma redução 
de 15% dos custos tecnológicos, para a aquisição dos coquetéis desde o início dos anos 2000, 
ainda há uma enorme necessidade de se aperfeiçoar a tecnologia enzimática para a aplicação 
viável em escala industrial (Suarez et al., 2009; Nyko et al., 2010). Linhagens de T. harzianum 
têm potencial para a produção de todo o arsenal enzimático/proteico necessário, para a completa 
hidrólise de compostos celulósicos em açúcares fermentescíveis; assim, continua sendo de 
Foto: Dr. Cleiton Márcio. 
Foto: Dra. Maria Augusta C. Horta 
a 
b 
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extrema importância estudos de bioprospecção de novos alvos proteicos que possam ser 
produzidos e explorados biotecnologicamente (Crucello et al., 2015; Ferreira Filho et al., 2017).  
 Estudos econômicos de etanol 2G mostram que o custo das enzimas celulolíticas é o 
segundo maior responsável pelo seu custo de produção (atrás de matéria-prima), representando 
cerca de 15.7% do valor total da produção (Castro e Pereira Jr, 2010; Saad, 2010; Corrêa, 2016). 
Desta forma, muitas estratégias têm sido aplicadas com o intuito de reduzir seu custo, como a 
modificação de proteínas, para ampliar sua atividade individual, otimização de coquetéis pela 
adição de enzimas de diferentes organismos e  ação sinérgica de enzimas acessórias com as 
enzimas que sabidamente são as de ação principal (Mansfield et al., 1999; Gan et al., 2003; 
Zhang e Lynd, 2004; Arantes e Saddler, 2010). 
       
Biotecnologia de fungos celulolíticos 
 Os fungos são utilizados pelo homem na manipulação de bioprocessos, principalmente, 
na indústria de alimentos e na agricultura (Domsch e Gams, 1972; Samson et al., 2004; Dufosse 
et al., 2014). No entanto, com o surgimento de novas tecnologias aplicadas à biologia, esse 
campo foi ampliado para diversas áreas e, atualmente, a biotecnologia de fungos é uma das 
áreas mais promissoras da Biologia. O sequenciamento de genomas completos, análise de 
expressão por RNA-seq e estudos de proteômica revolucionaram esse campo e permitiram o 
acúmulo de uma grande quantidade de informações que podem ser utilizadas na engenharia 
desses microrganismos. 
 Muitos genomas e transcriptomas de fungos de interesse biotecnológico foram gerados, 
visando à descoberta de novos genes e ao entendimento de regiões regulatórias envolvidas no 
processo de degradação da biomassa vegetal (Martinez et al., 2008; Häkkinen et al., 2012; Horta 
et al., 2014; Baroncelli et al., 2015; Ivanova et al., 2017). O banco CAZy (http://www.cazy.org/) 
(Levasseur et al., 2013; Lombard et al., 2014) reúne informações de sequências de várias 
enzimas de degradação de carboidratos, com as quais é possível categorizar genes preditos do 
genoma de uma determinada espécie e determinar o conjunto específico de enzimas que estão 
relacionadas com a degradação de compostos lignocelulósicos (Häkkinen et al., 2012; Chang 
et al., 2016; Ferreira Filho et al., 2017). 
Trichoderma reesei é um fungo que tem sido amplamente estudado e pode ser 
considerado como um modelo para estudos de fungos celulolíticos. O genoma dessa espécie foi 
sequenciado (Martinez et al., 2008; Ivanova et al., 2017) e o conjunto de enzimas CAZy foi 
estimado (Häkkinen et al., 2012) e, com base em diversos estudos, a linhagem T. reesei RUT-
C30 foi modificada para a alta produção de enzimas hidrolíticas e aplicação em larga escala 
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(Singhania et al., 2007; Peterson e Nevalainen, 2012). Muitas das enzimas envolvidas, no 
processo de degradação de biomassa, foram estudadas em nível bioquímico e estrutural, e a 
conformação proteica foi determinada (Rouvinen et al., 1990; Divne et al., 1994; Törrönen et 
al., 1994; Borisova et al., 2018).  
Apesar do acúmulo de todas essas informações genéticas para T. reesei, a complexidade 
biológica do processo de degradação da biomassa vegetal ainda não foi totalmente esclarecida, 
as principais lacunas dizem respeito a como ocorre o processo de regulação desses genes e quais 
fatores de transcrição são essenciais ao processo (Häkkinen et al., 2014). A ação de 
transportadores transmembrana, o modo de interação entre as diferentes enzimas que atuam na 
hidrólise e de que modo as diferenças na composição da parede vegetal afetam a ação das 
enzimas são apresentados na Figura 2, um resumo do que já é conhecido no mecanismo 
molecular de degradação da biomassa vegetal para T. reesei (Gupta et al., 2016).     
   
 
Figura 2. Esquematização do processo de degradação de celulose no fungo T. reesei (Gupta et 
al., 2016). 
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No que diz respeito à produção científica, por meio de artigos publicados em periódicos 
científicos na base de dados Web of Science (http://webofknowledge.com/WOS), T. reesei 
apresenta uma produção muito mais expressiva que T. harzianum, principalmente, em campos 
como o de “Biocombustíveis” e “Biotecnologia” (Figura 3). Grande parte dos trabalhos, 
explorando o fungo T. harzianum, são dentro da área de biocontrole de fungos fitopatogênicos 
(Elad et al., 1980; Küçük et al., 2007; Carvalho et al., 2015) e, somente nos últimos anos, esse 
fungo tem ganhado destaque como um modelo, para estudos de produção de enzimas 
hidrolíticas, para a degradação de biomassa (Horta et al., 2014; da Silva Delabona et al., 2016). 
Este grupo de pesquisa tem realizado estudos biotecnológicos com o fungo T. harzianum 
IOC3844 e tem produzido diversos resultados relevantes. Foi publicado o primeiro 
transcriptoma, em condições de degradação de biomassa para essa linhagem (Horta et al., 
2014), e a primeira biblioteca de BACs que pode ser utilizada como uma fonte de buscas 
genômicas específicas de determinadas regiões (Crucello et al., 2015). Além disso, foram 
realizados estudos bioquímicos e estruturais com enzimas-chave para a degradação da biomassa 
vegetal (Santos et al., 2016).     
 
 
Figura 3. Busca do termo “cellulases” para as espécies Trichoderma harziaum e para 
Trichoderma reesei na base de dados web of science. 
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Regulação gênica do processo de degradação da biomassa vegetal 
 Um pequeno número de Ascomicetos (incluindo Aspergillus spp. e T. reesei) tem sido 
aplicado em escala industrial para degradação da biomassa vegetal, embora diversos grupos de 
bactérias sejam usadas como fonte para descoberta de novas enzimas, principalmente, por meio 
de trabalhos com metagenômica em diferentes ambientes. No entanto 11% das formulações de 
enzimas são produzidas, utilizando como base T. reesei (Bischof et al., 2016), que é um fungo 
com ampla pesquisa acadêmica e industrial nessa área (Figura 4).  Algumas poucas empresas 
de biotecnologia produzem coquetéis com a concentração ótima para a utilização industrial, tais 
como a Novozymes (http://www.novozymes.com), DSM (http://www.dsm.com), Roal Oy 
(http://www.roal.fi), AB Enzymes (http://www.abenzymes.com), e DuPont 
(http://www.dupont.com).    
 De modo geral, a regulação dos genes envolvidos, na expressão de enzimas de 
degradação da biomassa vegetal, ocorre por meio da ativação da expressão gênica, via indutores 
específicos em bagaço-de-cana com a repressão da expressão gênica, via repressão catabólica 
de carbono. A maquinaria molecular do processo de regulação começa com a sinalização de 
indutores, para a ativação de reguladores transcricionais, que é seguida pela expressão das 
enzimas degradadoras (Aro et al., 2005; Benocci et al., 2017).  
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Figura 4. Etanol produzido, a partir de celulose no mundo em 2015, expresso em milhões de 
litros por ano (MMLY) (a); Número de enzimas aplicadas em coquetéis enzimáticos por espécie 
(b); Enzimas produzidas por T. reesei e outros fungos em coquetéis enzimáticos (c)  (Bischof 
et al., 2016). 
 
 Diversos fatores de transcrição (TFs) de fungos foram identificados como relacionados 
à degradação da biomassa vegetal. Grande parte pertence à família de grupos binucleares de 
zinco (zinc binuclear cluster); em T. reesei, o fator XYR1 é reconhecidamente um dos mais 
importantes no controle da expressão de genes relacionados à degradação de celulose e 
hemicelulose (Furukawa et al., 2009; Portnoy et al., 2011). A Tabela 1 apresenta um resumo 
dos principais TFs que atuam na regulação/repressão de genes relacionados à degradação de 
celulose caracterizados em fungos Ascomicetos.     
  
Tabela 1 Comparação de fatores de transcrição relacionados com degradação da biomassa 
vegetal (Benocci et al., 2017). 
TF Classe Sítios de 
ligação 
Ação Fungos Referência 
CLR-1 Zn2Cys6 CGGN5CGGN
CCG 
Celulose N. crassa, 
Aspergillus spp. 
(Coradetti et 
al., 2012; 
Craig et al., 
2015) 
CLR-2 Zn2Cys6 CGGN11CGG 
ou YAGAAT 
Celulose N. crassa, 
Aspergillus spp., 
T. cellulolyticus, 
P. oxalicum 
(Craig et al., 
2015) 
XYR1 Zn2Cys6 GGCTRRR ou 
GGC(A/T)3 
(Hemi)-
celulose 
Aspergillus spp., 
Trichoderma 
spp., Fusarium 
spp., N. crassa, 
M. oryzae, P. 
canescens, T. 
cellulolyticus 
(Van Peij et 
al., 1998; 
Klaubauf et 
al., 2014) 
ACE2 Zn2Cys6 GGCTAATA
A ou 
GGC(T/A)4 
ou XAE 
Celulose T. reesei (Van Peij et 
al., 1998) 
ACE3 Zn2Cys6 Não 
conhecido 
Celulose T. reesei (Häkkinen et 
al., 2014) 
CreA/CRE1 Zn2Cys6 SYGGRG Repressão 
catabólica de 
carbono 
Aspergillus spp., 
Trichoderma 
spp., N. crassa, 
etc. 
(Ruijter e 
Visser, 
1997; 
Brown et al., 
2014) 
ACE1 Zn2Cys6 Não 
conhecido 
Repressão de 
celulose 
T. reesei (Saloheimo 
et al., 2000) 
McmA Zn2Cys6 CC(A/T)6GG Celulose A. nidulans (Yamakawa 
et al., 2013) 
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 Muitos fatores de transcrição foram descritos como sendo diretamente envolvidos na 
regulação da biomassa vegetal. Esse número descrito foi ampliado, rapidamente, nos últimos 
anos, principalmente, em razão do aumento na escala de sequenciamento de genomas e 
transcriptomas inteiros, além do aperfeiçoamento de ferramentas de bioinformática para análise 
que aumentaram de forma exponencial a quantidade de informações e genes identificados. A 
Figura 5 representa um esquema com uma rede de reguladores, baseada no conhecimento da 
regulação gênica em espécies amplamente estudadas, para o processo de degradação da 
biomassa vegetal, tais como Aspergillus ssp., N. crassa e T. reesei. Todavia esse esquema pode 
variar, de acordo com cada espécie, pela especificidade de ação de alguns fatores de regulação 
e pela interação entre eles.  
 
 
Figura 5. Rede de regulação de fatores de transcrição envolvidos com degradação da biomassa 
vegetal baseado no conhecimento para espécies como Aspergillus spp., N. crassa e T. reesei 
(Benocci et al., 2017). 
 
 Dois fatores de transcrição, CLR-1 e CLR-2, foram identificados em N. crassa como 
reguladores essenciais para a atuação de enzimas celulolíticas (Coradetti et al., 2012), e 
homólogos desses reguladores estão presentes, na maioria dos genomas de fungos filamentosos. 
Por causa dessa conservação em diferentes grupos, sugere-se que o mecanismo regulatório seja 
conservado entre os diferentes fungos. São poucos os estudos quanto à função regulatória desses 
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fatores de transcrição para T. harzianum, o que demanda conhecimento de como esse regulador 
atua para essa espécie.  
 
Estudos genômicos utilizando a tecnologia de BACs 
O sistema BAC (Bacterial Artificial Chromosome) é baseado no fator de fertilidade “F” 
de E. coli. Sua replicação é estritamente controlada. Sistemas de clonagem de grandes insertos 
de DNA baseados em bactérias fornecem alternativas desejáveis para o sequenciamento de 
genomas em larga escala. Uma das inovações significantes deste sistema, para o 
sequenciamento genômico, é a facilidade relativa da purificação de seu inserto. Esses sistemas 
são construções circulares, que protegem seu DNA de danos físicos durante a extração. Os 
tamanhos dos fragmentos variam de 40 até 400 kb, que permitem que os grandes insertos de 
DNA nestes vetores sejam prontamente purificados. 
Em um estudo prévio, foi construída uma biblioteca de BACs para T. harzianum da 
linhagem IOC-3844, composta de 5.760 clones com um tamanho médio 90 kbp (Crucello et al., 
2015). Nesse trabalho, foram selecionadas seis regiões genômicas, contendo genes de 
degradação da biomassa vegetal, organizados em clusters no genoma que, quando comparados 
com os dados de expressão, observou-se uma provável corregulação entre esses genes (Figura 
6). Dando prosseguimento ao referido trabalho, também foram construídas bibliotecas para as 
linhagens T. harzianum CBMAI-0179 e T. atroviride CBMAI-0020 (Dados não publicados).  
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Figura 6. Modelo esquemático da posição de alguns genes CAZy e corregulados encontrados 
na biblioteca de BACs de T. harzianum IOC3844. Genes CAZy são indicados por flechas de 
cor preenchida e genes corregulados com flechas somente com a linha de cor correspondente 
ao gene CAZy que possui um perfil de expressão semelhante (Crucello et al., 2015). 
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OBJETIVOS 
 
Objetivo Geral 
 
Estabelecer uma abordagem utilizando a genômica e princípios evolutivos para 
identificar genes de função conhecida ou hipotética que são importantes para o processo de 
degradação da biomassa vegetal em T. harzianum. 
 
Objetivos Específicos 
 
-Utilizar dados genômicos disponíveis em bancos públicos de T. harzianum para a identificação 
e caracterização do conjunto total de CAZymes.  
- Bioprospectar entre 5670 clones de BACs regiões genômicas relacionadas com degradação 
da biomassa vegetal.  
- Sequenciar os clones BACs identificados e realizar a sua predição e anotação, com destaque 
para CAZymes, fatores de transcrição e transportadores presentes nas sequências montadas. 
- Utilizar dados de RNA-Seq, para averiguar o nível de expressão dos genes encontrados nas 
regiões genômicas e utilizar dados do exoproteoma de T. harzianum para confirmar possíveis 
proteínas secretadas na condição de degradação em celulose. 
-Realizar análises filogenéticas e de modelagem com proteínas relacionadas ao processo da 
degradação de biomassa. 
-Fazer comparação genômica e de sintenia com diferentes espécies e linhagens de T. harzianum. 
-Analisar redes de corregulação de genes envolvidos e induzidos na condição de degradação 
em celulose. 
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“Carbohydrate-active enzymes in Trichoderma harzianum: a bioinformatic 
analysis bioprospecting for key enzymes for the biofuels industry” 
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Abstract 
Unveiling fungal genome structure and function reveals the potential biotechnological use of 
fungi. Trichoderma harzianum is a powerful CAZyme-producing fungus. We studied the 
genomic regions in T. harzianum IOC3844 containing CAZyme genes, transcription factors 
and transporters. We used bioinformatics tools to mine the T. harzianum genome for potential 
genomics, transcriptomics, and exoproteomics data and coexpression networks. The DNA was 
sequenced by PacBio SMRT technology for multiomics data analysis and integration. In total, 
1676 genes were annotated in the genomic regions analyzed; 222 were identified as CAZymes 
in T. harzianum IOC3844. When comparing transcriptome data under cellulose or glucose 
conditions, 114 genes were differentially expressed in cellulose, with 51 CAZymes. CLR2, a 
transcription factor physically and phylogenetically conserved in T. harzianum spp., was 
differentially expressed under cellulose conditions. The genes induced/repressed under 
cellulose conditions included those important for plant biomass degradation, including CIP2 of 
the CE15 family and a copper-dependent LPMO of the AA9 family. Our results provide new 
insights into the relationship between genomic organization and hydrolytic enzyme expression 
and regulation in T. harzianum IOC3844. Our results can improve plant biomass degradation, 
which is fundamental for developing more efficient strains and/or enzymatic cocktails for the 
production of hydrolytic enzymes. 
 
Keywords: cellulose degradation, CAZymes, genomic, transcriptome, fungi 
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1 Introduction 
Trichoderma harzianum is a common fungal species in soil and is used as a biological control 
in a variety of phytopathogenic fungi.1 However, the use of lignocellulosic biomass degradation 
is still poorly explored when compared to that of other cellulolytic fungi. Due to the high 
cellulolytic activity of some strains, T. harzianum has shown considerable potential for 
application in plant biomass hydrolysis.2-4 T. harzianum strains have potential for the 
production of an enzymatic/protein arsenal necessary for the complete hydrolysis of cellulosic 
compounds in fermentable sugars.5-9 
Currently, the most-studied and widely used industrial-scale enzymes are produced by 
the fungus T. reesei and species from the Aspergillus genus. These organisms are the source of 
the majority of enzymes that make up enzymatic cocktails that are available on the market.10 T. 
reesei is a widely studied fungus and is found in several works in genomics, transcriptomics, 
proteomics and metabolic engineering.11-15 Thus, increasing the number of biotechnological 
studies related to this bioprocess for T. harzianum is necessary. 
The three main groups involved in the hydrolysis of cellulose (CEL) are 
cellobiohydrolases, endo-β-1,4-glucanases and β-glucosidases. In addition, accessory enzymes 
such as copper-dependent lytic polysaccharide mono-oxygenases (LPMOs), cellulose-induced 
protein 1 and 2 (CIP1 and CIP2) and swollenin also participate in this process.16-19 
One of the great challenges in understanding the molecular mechanism of the biomass 
degradation process is how the transcription factors (TFs) related to this system act. Several 
fungal TFs have been identified as being related to the degradation of plant biomass, many of 
which belong to the binuclear zinc family.20 Many TFs have been described as being directly 
involved in the regulation of plant biomass.21 This number has been expanding rapidly in recent 
years, mainly due to the increase in the sequencing scale of whole genomes and the exponential 
increase in bioinformatics tools for analysis, which produce massive amounts of information, 
and in the number of genes identified.21,22 
In this study, we mined data derived from genomics, transcriptomics and exoproteomics 
studies to seek a better understanding of the genetic and molecular mechanisms of the 
enzymatic process of plant biomass degradation in T. harzianum IOC3844. We sequenced a 
massive amount of DNA and used it to integrate genomic data (genomic regions containing 
CAZymes), expression patterns (transcriptome in degradation condition), proteins (secretome 
by mass spectrometry) and systems biology (with coregulatory networks) to obtain a broad and 
precise overview of the CEL degradation pathways. Based on our study, we characterized the 
main genes and regions involved in the degradation and regulation process of hydrolytic 
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enzymes. In addition, we analyzed the cellulose regulator 2 (CLR2) regulator found in a cluster 
with other important enzymes. These results will be important for further studies of regulation 
and gene silencing. 
 
2 Materials and methods 
 
2.1 Fungi materials and genomic data 
T. harzianum IOC3844 (ThIOC3844) was obtained from the Brazilian Collection of 
Environment and Industrial Microorganisms (CBMAI). A library of bacterial artificial 
chromosomes (BACs) consisting of 5,760 clones previously constructed for this fungus strain23 
was used to search for genomic regions. The genomic sequences of T. harzianum T6776 
(PRJNA252551), T. reesei QM6a (PRJNA325840), T. atroviride IMI206040 (PRJNA19867) 
and T. virens Gv29-8 (PRJNA19983) were used for comparison with ThIOC3844. 
 
2.2 Screening of the BAC library of T. harzianum IOC3844 
Primers for 62 target genes (Supplementary Table S1) were designed based on transcriptome 
data3 to search for positive BAC clones that contain genes previously selected from the plate 
(the complete BAC library is composed of fifteen 384 plaques) and column pools (24 columns 
of each plate). The plate and column pools were amplified using the Illustra GenomiPhi HY 
DNA Amplification Kit (GE Healthcare Life Sciences, UK) following the manufacturer’s 
instructions. The screening reactions for the search for positive clones were performed via PCR 
using the CFX384 Touch Real-Time PCR Detection System. 
 
2.3 Single-molecule real-time (SMRT) sequencing and assembly 
Libraries for sequencing were prepared according to the Pacific Biosciences (PacBio) protocol, 
and sequencing was performed at the Arizona Genomics Institute (AGI; Tucson, USA) using a 
Single-Molecule Real-Time (SMRT) DNA sequencing system available from PacBio. De novo 
assembly was performed with the PacBio Corrected Reads (PBcR) pipeline implemented as 
part of Wgs-assembler v8.3rc224 and Celera Assembler.25 The contigs obtained with the 
assemblers were subjected to error correction with pbalign (v0.2). The PacBio reads were 
aligned using the BLASR algorithm,26 and we performed assembly polishing with the Quiver 
tool.27 
 
2.4 Gene prediction and functional annotation 
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The FGENESH tool was used for initial gene prediction analysis,28 followed by manual 
correction with the T. harzianum T6776 and T. reesei QM6a gene models. Annotations of the 
ontologies were performed with Blast2GO.29 InterPro protein domains were predicted using 
InterProScan (http://www.ebi.ac.uk/interpro/).30 Information derived from the CAZy database 
was downloaded for each CAZyme family (www.cazy.org). The protein sequences of T. 
harzianum IOC3844 were used as queries in basic local alignment search tool (BLASTp) 
searches against the locally built CAZyme BLAST database (2017). Only BLAST matches 
showing an e-value less than 10−11, identity greater than 30% and queries covering greater than 
70% of the sequence length were retained and classified according to the CAZyme catalytic 
group as glycoside hydrolases (GHs), glycosyl transferases (GTs), polysaccharide lyases (PLs), 
carbohydrate esterases (CEs), carbohydrate-binding modules (CBMs) or auxiliary activities 
(AAs). 
 
2.5 Genomic comparison in Trichoderma spp 
The software used for alignment was Nucmer (-maxmatch), which is part of the software 
package MUMmmer 3.23.31 The delta-filter (-q), show-coords (-rcl), and DNADIFF (standard 
parameters) were used in filtering, obtaining the mapping coordinates and generating the 
statistical report in the alignment, respectively. SimpleSynteny software 
(https://www.dveltri.com/simplesynteny/)32 was used for comparison of a cluster of 12 genes 
among different species of Trichoderma spp. 
 
2.6 Phylogenetic analysis and structure modeling of CLR2 
The CLR2 sequences of ThIOC3844, T. reesei QM6a, T. atroviride, T. virens and other species 
of fungi were used as the basis for constructing the phylogenetic trees. These fungi were divided 
into Ascomycetes and Basidiomycetes (Table S4). The sequences were aligned using 
ClustalW33 and analyzed in the Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA) software 
version 7.0.34 The phylogenetic analyses were performed in MEGA7 using the maximum 
likelihood (ML)35 method inference based on the Jones-Taylor-Thornton (JTT) matrix-based 
model and 1000 bootstrap replicates36 for each analysis. Pairwise deletion was employed to 
address alignment gaps and missing data. The trees were visualized and edited using the Figtree 
program (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/). In silico modeling of the domain of CLR2 
was determined by RaptorX protein structure prediction software 
(http://raptorx.uchicago.edu/).37 
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2.7 Expression and exoproteome analysis 
The expression levels of ThIOC3844 were analyzed using RNA-Seq data (PRJNA336221) 
obtained from a previous study in which the transcripts were obtained following growth of the 
fungus on two different carbon sources, CEL and GLU.38 The reads from the RNA-Seq library 
were mapped against the ThIOC3844 genes using the CLC Genomics Workbench.39 The 
expression values were expressed in reads per kilobase of exon model per million mapped reads 
(RPKM), and the normalized value for each sample was calculated in transcripts per million 
(TPM). For the analysis of differential expression, the following parameters were used: fold 
change greater than or equal to 1.5 and p-value lower than 0.05. The analysis of the 
exoproteome was performed by means of a BLASTn search of the predicted gene of 
ThIOC3844 against the local database of protein sequences from T. harzianum found in the 
extract of fungal growth under CEL and GLU conditions. 
 
2.8 Coregulatory network 
The coregulatory networks were assembled from the reference mapped RNA-Seq data using 
each set of biological triplicates for the CEL and GLU conditions.38 The interaction between 
the genes was obtained by calculating Pearson’s correlation for each pair of genes. The 
induction and repression networks were constructed based on the expression data of a set of 
genes that were identified in the secretome of the CEL growth condition by the Bayesian 
inference method.40 Cytoscape software v 3.4.04241 was used for the data analysis and 
construction of the CLR2 subnetwork. 
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3 Results 
 
3.1 Genomic regions of T. harzianum IOC3844 
In this study, a library of large genomic regions was used as a resource to search for genes of 
interest and to thoroughly study the genomic structure of T. harzianum IOC3844 (ThIOC3844). 
Screening for genes of interest resulted in a total of 62 regions that contained CAZymes genes 
related to the degradation of plant biomass in the ThIOC3844 genome, which were sequenced 
and generated a total of 5 Mb of the estimated 40 Mb genome (Supplementary Table S1 and 
Supplementary Figure S1). These regions ranged in size from 43 to 152 kb, enabling the 
prediction and annotation of 1676 gene models for this strain (Supplementary Table S2). The 
average number of genes per region was 26 genes. 
The genome of T. reesei QM6a was used to analyze the distribution of genes in 
ThIOC3844. This genome, which is composed of seven chromosomes with a total size of 34 
Mb, was divided into 38 intervals (1 Mb) (Figure 1). It was possible to observe CAZyme genes 
annotated in ThIOC3844 distributed throughout the whole genome. Only four intervals had no 
CAZyme genes, and when all the genes in the genomic regions of ThIOC3844 were mapped, 
genes were found in all intervals. 
The genes were functionally annotated for the main gene ontologies: biological 
processes, cellular components and molecular functions (Figure 2a and Supplementary Figure 
S2). We found 209 sequences of hydrolytic activity, 139 related to transport proteins and 85 
sequences involved in regulation of gene expression (possible TFs). In addition, a specific 
annotation was made for genes identified as enzymes, where hydrolases (40%), oxidoreductases 
(25%), transferases (22%), lyases (6%), ligases (4%) and isomerases (3%) (Figure 2b) were 
found. We also identified genes directly related to degradation of CEL and hemicellulose, with 
action of α-L-arabinofuranosidase (EC 3.2.1.55), endo-1,4-β-xylanases (EC 3.2.1.8), 
cellobiohydrolases (3.2.1.91), endo-β-1,4-glucanase (EC 3.2.1.4) and β-glucosidase (EC 
3.2.1.21) (Figure 2c). 
A total of 1676 genes were predicted. Of these, 222 were annotated as CAZymes in 
ThIOC3844, including 45% of GHs, 23% of GTs, 10% of CEs, 8% of AAs and 14% of CBMs 
(Figure 3). The GH class presented with the highest number of families, including GH2 (3 
genes), GH7 (1 gene), GH3 (9 genes), GH5 (6 genes), GH12 (1 gene), GH18 (4 genes) and 
GH62 (1 gene). 
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Figure 1. Distribution of the T. harzianum IOC3844 genes on the 1 Mb intervals of the seven 
chromosomes of T. reesei QM6a. CAZyme genes of T. harzianum IOC3844 are in red, 
CAZymes genes of T. reesei are in blue, and all genes of T. harzianum IOC3844 are in green. 
Th: T. harzianum IOC3844; Tr: T. reesei QM6a. 
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Figure 2. Functional annotation of the genes predicted in the genomic regions of T. harzianum 
IOC3844. Annotation of genes for gene ontologies for biological processes, cellular 
components and molecular functions. (a) Distribution of enzymes annotated according to 
enzyme code (b) and major enzyme code (EC) related to cellulose and hemicellulose 
degradation (c). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3. CAZy classification of genes annotated in the genomic regions of T. harzianum 
IOC3844. GH: glycoside hydrolases; GT: glycosyl transferases; PLs: polysaccharide lyases; 
CEs: carbohydrate esterases; AA: auxiliary activities; CBM: carbohydrate-binding modules. 
 
52 
 
3.2 Genomic comparison 
For this analysis, we compared the genomic regions of ThIOC3844 against the entire genome 
of different strains and species of the genus Trichoderma. Genomic comparison of the 
sequenced regions of ThIOC3844 with two other strains of the same species (T. harzianum B97 
– ThB97 and T. harzianum – T6766) showed a higher similarity to ThB97 (99.25%) than 
ThT6766 (91.61%). For the T. atroviride IMI206040 genome (TaIMI206040), the similarity to 
ThIOC3844 was 85.09%. For T. virens Gv29-8 (TvGv29-8), the similarity was 86.55%, and 
for T. reesei QM6a (TrQM6a), the similarity was 85.11%. 
When we compared syntenic genes between groups of genes, a greater difference 
between T. harzianum and T. atroviride and T. reesei was observed. The T. harzianum TR274 
(ThTR274) strain presented the same gene profile of genomic organization as that found in 
ThIOC3844. In TaIMI206040, four genes (GH4, transporter and two GH26) from the cluster 
were not found; for TvGv29-8, two genes were not found (GH1 and GH4). For T. reesei QM6a, 
three genes (GH4 and two GH26) were not found; in addition, the translocation of genes (MFS 
x GH2 and TF2 x CLR2) was found. The genes for the transcription factor CLR2 and 
transporter TF2 were maintained in all species analyzed, and this result could indicate an 
association of regulation and expression of these genes (Figure 4). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 4. Comparison between the gene clusters of T. harzianum IOC3844 and those of other 
species of the genus Trichoderma spp. GH1: glycoside hydrolase 1; GH4: glycoside hydrolase 
4; MFS: major facilitator superfamily permease; Trans: putative transporter; TF-1: putative 
transcription factor 1; GT38: glycosyl transferases 4; CBM18: carbohydrate-binding modules 
18; TF-2: putative transcription factor 2; CLR2: cellulose regulator 2; GH2: glycoside 
hydrolase 2; GH26: glycoside hydrolase 26; Th: T. harzianum; Tv: T. virens; Ta: T. atroviride; 
Tr: T. virens. 
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3.3 Expression by RNA-Seq and secreted proteins 
All genes predicted in the genomic regions were analyzed according to expression data by 
RNA-Seq (under CEL and GLU degradation conditions) (Supplementary Table S3) and 
secreted proteins identified by mass spectrometry (LC-MS/MS). We found 114 genes with 
differential expression under CEL degradation conditions when compared to GLU degradation 
conditions; among them, 51 were classified as CAZymes, such as beta-glucosidase of the GH1 
family (1.8-fold change - FC), LPMOs of the AA9 family (FC 5.0) and hypothetical protein 
with domain CBM1 (FC 3.7). In addition, two differentially expressed TFs were identified, 
CLR2 (FC 1.6) and unidentified transcriptional regulator of zing finger – Zn2Cys6 (FC 2.3). 
Six transport proteins were also found (iron permease, MFS hexose transporter, siderophore 
transporter, ammonium permease, sugar transporter and siderophore iron transporter). 
Among the genes annotated as CAZymes in ThIOC3844, 31 were found in the secretome of 
ThIOC3844 under CEL conditions, and the main families were GH3, GH12, CBM1, AA9, 
GH6/CBM1, GH45/CBM1, GH62 and GH5. In this analysis, we also used the level of 
expression of the secreted genes. The gene with the highest TPM index (1567.4 TPM) is a 
cellobiohydrolase (EC 3.2.1.91) of the GH6 family. However, our results indicate that genes 
with low expression levels are also important secreted enzymes (Table 1). 
 
Table 1. Proteins identified in genomic regions and in the T. harzianum IOC3844 secretome 
under cellulose growth conditions. 
ID  Protein name Secretome ID 
CAZy 
family 
CEL 
(TPM) 
GLI 
(TPM) 
1010 Hypothetical protein A0A0G0ALT6 GH28 14.2 6.2 
1043 Cellulosome enzyme A0A0G0A296 GH30 35.6 11.5 
1054 
Glycosyl hydrolase 
10 
A0A0F9X8A4 GH10 14.8 4.1 
1075 
Glycosyl hydrolase 
64 
A0A0F9ZIR5 GH64 824.3 262.4 
1095 
Glycosyl hydrolase 
18 
A0A0F9ZHI0 GH18 83.2 47.9 
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11 Mutanase A0A0F9XN06 CBM24 2741.6 1452.9 
1133 
Glycosyl hydrolase 
12 
A0A0F9Y2E9 GH12 1579.8 308.2 
1150 
Glycosyl hydrolase 
47 
A0A0F9WYR7 GH47 83.9 74.6 
1217 Beta-mannosidase A0A0F9ZDV4 GH2 117.9 124.2 
126 
Glycosyl hydrolase 
76 
A0A0F9X1Q3 GH76 616.7 375.4 
1318 Beta-xylosidase A0A0G0A408 GH3 172.3 125.2 
1439 
Alpha-L-
arabinofuranosidase 
B 
A0A0G0A4Q2 CBM42 450.4 343.5 
1440 Glycosyl hydrolase 3 A0A0F9XRC5 GH3 245.8 107.4 
1498 
WSC domain-
containing 
A0A0F9ZXC9 AA5_1 342.5 339.0 
44 
Beta-1,3-
glucanosyltransferase 
A0A0F9ZKA8 GH72 2431.7 3210.5 
441 Alpha-glucosidase A0A0G0AG54 GH31 2121.6 1655.2 
559 
Alpha-1,2-
mannosidase 
A0A0G0ABI9 GH92 226.9 153.4 
666 Glycosyl hydrolase 3 A0A0F9XQT4 GH3 77.2 43.0 
667 Hypothetical protein A0A0G0AME2 CBM1 874.9 142.8 
668 
Glycosyl hydrolase 
61 
A0A0F9XMI8 AA9 3109.7 625.1 
669 
Glycosyl hydrolase 
16 
A0A0F9XP75 CBM13 16.4 3.7 
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671 
Cytochrome P450 
monooxygenase 
A0A0G0A4Z5 GT4 1569.5 1595.3 
681 
Glycosyl hydrolase 
11 
A0A0F9Y0Y9 GH11/CBM1 4206.8 1316.1 
741 
Endo-N-acetyl-beta-
D-glucosaminidase 
A0A0F9ZHA7 GH18 3971.9 2328.0 
759 Hypothetical protein A0A0F9ZJ74 GH20 1184.8 1507.7 
813 Catalase peroxidase A0A0F9X3Z8 AA2 2677.7 2473.4 
82 Glycosyl hydrolase 6 A0A0G0AEM7 GH6/CBM1 5843.5 1567.4 
842 Hypothetical protein A0A0F9XY55 GH45/CBM1 41.3 15.3 
9 
Glycosyl hydrolase 
62 
A0A0F9X8Z0 GH62 353.9 103.4 
913 
Isoamyl alcohol 
oxidase 
A0A0F9XC99 AA7 39.3 13.2 
918 Hypothetical protein A0A0F9XG06 GH5_5 870.8 750.9 
 
3.4 CLR2 transcription factor 
The phylogenic analysis of the CLR2 factor showed a clear separation of this TF in relation to 
Basidiomycetes and Ascomycetes (Figure 5a and Supplementary Table S4). However, even 
within these groups, considerable phylogenetic diversity was observed among the species of 
analyzed fungi with a variety of clades within the same group. Different strains of T. harzianum 
grouped in a single clade with proximity to T. reesei and T. atroviride species. Our results show 
a wide range of functional variety for CLR2, which may indicate different types of performance 
between species. 
A structural modeling analysis for the CLR2 protein of ThIOC3844 was performed 
using T. reesei as a comparator. For both proteins, the best template was 6F07 (Saccharomyces 
cerevisiae), with e-values of 4.07e-06 and 6.62e-06 for ThIOC3844 (Figure 5b) and T. reesei 
(Figure 5c), respectively. Prediction of 1 and 3 protein domains was made for ThIOC3844 and 
T. reesei, respectively. For ThIOC3844, 59% of the residues were already modeled, and for T. 
reesei, it was possible to model 83%. For ThIOC3844, the secondary structure prediction was 
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46% H (helix), 0% E (beta-sheet) and 53% C (loop), and for solvent access, it was 56% E 
(exposed), 19% M (medium) and 23% B (buried). 
A coregulation network of genes directly related to the CLR2 regulator was constructed, 
searching for insights about other important proteins in the process of cellulase expression. We 
identified 36 genes directly linked to CLR2, of which 21 genes were annotated as hypothetical 
proteins (Supplementary Table S5). In addition, we found that genes with known annotations 
were related to the process of gene expression, such as initiation factors, kinases and helicases 
(Figure 6a). 
 
 
 
Figure 5. Molecular phylogeny of the CLR2 transcription factor in Ascomycota and 
Basidiomycota (a); in silico protein modeling for CLR2 in T. harzianum IOC3844 (b) and T. 
reesei QM6a (c). 
 
3.5 Network of induced/repressed genes in cellulose 
Using the gene expression correlation of the secreted proteins, a network of induced/repressed 
genes was constructed based on the CEL growth conditions for T. harzianum IOC3844 (Figure 
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6b). The major genes that were induced under this condition belong to the GH7 (exoglucanase), 
GH5 (Endo-β-1,4-glucanase), GH3 (β-glucosidase), GH12 (murein transglycosylase), CE15 
(CIP2), AA9 (LPMO) and AA8 (hypothetical protein) families. In addition, seven genes that 
were not classified as CAZymes were also induced under CEL conditions. The families of 
repressed genes were GH10 (glycoside hydrolase 10), GH11 (glycoside hydrolase 11), GH76 
(alcohol dehydrogenase 1), GH20 (β-N-acetylhexosaminidase) and GH35 (glycoside hydrolase 
35). 
 
 
 
Figure 6. Subnetwork of CLR2 transcription factors and related genes (a) and network of 
induced (blue) and repressed (red) genes under cellulose conditions (b). CLR2: cellulose 
regulator 2; GH: glycoside hydrolases; GT: glycosyl transferases; AA: auxiliary activities. 
 
4 Discussion 
In the present study, an integrative multiomics approach was used to mine CAZyme-rich 
regions of ThIOC3884. BAC clones were selected and sequenced and used in comparative 
analyses focusing on the expression profile via RNA-Seq and the exoproteome under different 
fungal growth conditions, enabling the discovery of important gene/proteins related to plant 
biomass degradation. 
The vast majority of important enzymes for the degradation of plant biomass are already 
known.42-44 The current challenge is how enzymes are regulated and the genetic mechanism of 
their activation. Thus, many works with cellulolytic fungi have focused on TFs, accessory 
enzymes, transporters and the way the type of biomass affects the process of regulating the 
cellulases and hemicellulases.21,45-47 Other studies have already shown the potential of T. 
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harzianum for the degradation of plant biomass. This is the first work that integrates results 
from different biotechnology approaches and that focuses on the prediction of the most 
important enzymes and TFs used by T. harzianum IOC3844 to degrade CEL. 
The molecular process of CEL degradation is extremely complex and involves 
hydrolytic enzymes acting on the extracellular medium, carrier proteins and TFs (Figure 7). For 
T. harzianum and T. reesei, the major CAZy families related to CEL degradation were identified 
in the genome (GH1, GH3, GH6, GH7, GH12, GH45 and AA9),7 and many of the cellulases 
have already had their three-dimensional structure solved; however, many key proteins in this 
process are not well known as transporter TFs related to the regulation of these enzymes. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 7. Molecular scheme of the enzymatic model in the degradation of cellulose in 
Trichoderma spp. Enzymes and PDB code: beta-glucosidase (PDB ID 5BWF), 
cellobiohydrolase I (PDB ID 2YOK), cellobiohydrolase II (1CB2), endoglucanase 3 (PDB ID 
4H7M), copper-dependent lytic polysaccharide mono-oxygenases (LPMOs) (PDB ID 5O2W). 
CLR2: cellulose regulator 2. 
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The study of genomic regions is an important tool for providing a global view of the 
important genes and regulatory regions of a genome.23,48 T. harzianum T6776 had a complete 
genome draft sequenced in 1572 scaffolds49; however, little is known about the ThIOC3844 
genome, and as it is a strain with potential for hydrolytic enzymes, more genomic information 
regarding CAZyme sequences is needed. In this study, our strategy was to use large genomic 
regions and integrate these data with other genetic information. 
A large number of fungal genomes have already been used as a platform to search for 
new genes related to the degradation of biomass, as is the case for T. reesei QM6a, which has 
a finalized genome divided into seven chromosomes.50 Our study results with the genomic 
regions of ThIOC3844 showed a large number of enzymes classified as CAZymes, as well as 
TFs and transporters in clusters in the genome, which may be important for future studies of 
genetic modification of this lineage. 
Analyzing the level of expression of certain genes under certain conditions is an 
important step in understanding how transcription is affected in a specific biological 
condition16,38; however, there is not always a direct relationship between what is being highly 
expressed and the proteins that are important in the extracellular medium. Thus, in this work, 
in addition to studying the most expressed genes that we found in the genomic regions, we also 
searched for those with a confirmed presence in the fungus secretome CEL degradation 
conditions. Our results showed that CAZy families are key in the degradation of CEL, with a 
high level of expression and a positive presence as a secreted protein. 
Genomic comparison is a powerful tool for understanding differences and evolutionary 
dynamics among related species.51-53 Our data show a high similarity between different strains 
of T. harzianum (IOC3844, B97 and T6776), which indicates that differences in enzyme 
production and efficiency may be related more to gene regulation mechanisms than differences 
in the sequence itself. In addition, by synteny analysis, it was possible to observe a greater 
difference in relation to the genome of T. reesei, which can be explained by the loss of genes 
and genomic modifications carried out in lineages of this fungus to increase its productivities 
of enzymes related to plant biomass degradation.11,54 
In the genome of ThIOC3844, we found a cluster with the CLR2 TF in association with 
other putative transcription factors, CAZymes, transporters and MFS permease. The same 
behavior was found for the T. reesei CLR2 TF, which has physical proximity and coexpression 
with a sugar transporter.46,55 These results indicate that there may be a mechanism for the joint 
regulation and expression of this TF with transporters related to biomass degradation. 
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Coregulation networks provide insights into how genes correlate and interact with each 
other.38,56,57 We identified 36 genes directly associated with the CLR2 regulatory factor; these 
genes may be important in the regulation process of this factor, which is linked to the expression 
of cellulases in other filamentous fungi. Techniques such as gene knockout can further validate 
the functional or synergistic importance of these genes with key TFs for the expression of genes 
related to degradation of plant biomass. 
Our results present an innovative approach in using different types of omics data to 
search for new important genes and genetic regulation mechanisms during the process of CEL 
degradation. We found several TFs and transporters in the genomic regions of ThIOC3844 that 
may be important for the expression/secretion of CAZyme genes. Among these, CLR2 is a 
promising candidate for further study. In addition, through the approach of coregulation 
networks, it is possible to understand the relationship between genes and to find new targets for 
biochemical characterization. The results allowed the identification of important genetic 
regions, key genes and functional proteins, and this information can be used for the 
development and improvement of enzymatic hydrolysis technology for the bioethanol industry. 
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RESULTADOS COMPLEMENTARES 
 
Estava previsto no projeto de tese o estudo funcional de dois fatores de transcrição 
relacionados com a ativação e repressão de celulases em T. harzianum, o ativador de enzimas 
hidrolíticas Xylan Degradation Regulator-1 (XYR1) e o repressor Carbon Catabolite 
Repression (CREA). Para o desenho dos primers foram utilizadas as sequências: 
 
>gi|818157817|gb|KKO98630.1| xylan degradation regulator-1 [Trichoderma harzianum] 
MLSNPLRRYSAYPDISSASFDPNYHGSQSHLHSINVNTFNNNGHPYPMQHLSQHAELSNSRMIRANPAQP 
KQRQGSLVVARKNSTGTTGPIRRRISRACDQCNQLRTKCDGLHPCAHCIEFGLGCEYVRERKKRGKASRK 
DIAAQQAAAAAAQHPGQAQDGQEDRKLLRQQSESSRGSTELPQAAHDQPHGHIEGSVSSFSDNGLSQHAA 
IGSMDGLEDHHGHVGVDPALSRGQLEPSSAMGLGPYGEVHHNYDSPGMNGHVMVAPSYGQTQTNMPGYSG 
INYATQAPSPATYSSDGNFRLGAGHIQEYPMANGSSPSWGVSLASPSGQFQLQLSQPIFKQSDLRYPVLE 
PLLPHLGNILPLSLACDLIDLYFSSSSSAQMHPMSPYVLGFVFRKRSFLHPTNPRRCQPALLASMLWVAA 
QTSEASFLTSLPSARSKVCQKLLELTVGLLQPLIHTGTNSPSPKTSPVVGAAALGVLGVAMPGSLNLDSL 
AGETGAFGAIGSLDDVITYVHLATVISASEYKGASLRWWGAAWSLARELKLGRELPQGNPPANQEDDAIN 
EEVDEHDLNRNNTRFVTEEEREERRRAWWLVYIVDRHLALCYNRPLFLLDSECSDLFHPMDDIKWQAGKF 
RSHDGGNIDSSMTDEFGDSPRVARGAHYECRGRSIFGYFLSLMTILGEIVDVHHAKSHPRFGVGFRSARD 
WDEQVAEISRHLDMYEESLKRFAGKHLPMAPKDKEQHEIHDNGAVPDMQSPLSVRTNASSRMTESEIQAS 
IVVAYSTHVMHVLHILLADKWDPINLLDDDDLWISSEGFVTATSHAVSAAEAINQILEFDPGLEFMPFFY 
GVYLLQGSFLLLLIADKLQAEASPSVIKACETIVRAHEACVVTLSTEYQRNFSKVMRSALALIRGRVPED 
LAEQQQRRRELLALYRWTGNGTGLAL 
 
 
 
 
 
>gi|818155553|gb|KKO97123.1| DNA-binding protein creA [Trichoderma harzianum] 
MQRAQSAVDFSNLLNPTSAAGQDSDAEQGSGAMSTAAVTVIKPNGPIPGAQSTETANELPRPYKCPLCEK 
AFHRLEHQTRHIRTHTGEKPHACQFPGCSKKFSRSDELTRHSRIHSNPNSRRGNKGQQQHQQHLHHQGLP 
HHMHVDGLMPPPVPKAIRSAPTSTLVSPNVSPPHSYSSFVMPQTPMAHYNRGNDITMLAKAANQIERETL 
SGGPSNHNSRHHPYFGQGLPNSRGHPPSLSSYHMARSHSNDDDDHYSSMRHAKRSRPNSPNSTAPSSPTF 
SHDSLSPTPDHTPIATPAHSPRLRPFSGYELPSLRNLSLQHNTTPALAPMEPHLDAPQFPPQLQANNNRS 
PGMSLTDIISRPDGSQRKLPVPQVPKVAVQDLLSDGIFPNSGRSSTAGSLAGGDLMDRM 
 
 
 
 Os primers, para a clonagem dos fatores, foram desenhados e sintetizados (Tabela 2). O 
gene da proteína CREA foi clonado em E. coli da linhagem DH10B e foi realizado um teste 
inicial de expressão com o vetor pET-28a(+) (Novagem), induzido por 0.4 mM de IPTG, no 
entanto não foi possível obter a proteína recombinante. O estudo bioquímico dessas proteínas 
foi incorporado em um projeto de mestrado que já está em andamento no laboratório.  
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Tabela 2. Primers utilizados para a amplificação e clonagem dos fatores de transcrição XYR1 
e CREA. 
Proteína Forward Reverse 
XYR1 
F:TGTCATATGTTGTCTAATCCTCTC
CG 
R:TAAGGATCCTCAAAGGGCG
AG 
CREA 
F:AATCATATGCAACGAGCTCAGTC
TGC 
R:AGCAAGCTTCTACATCCGA
TCCATG 
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DISCUSSÃO GERAL 
 
Neste trabalho, foram utilizadas diferentes abordagens de bioinformática, para 
caracterizar o conteúdo CAZyme e de outros genes possivelmente relacionados à degradação 
de biomassa no fungo T. harzianum. Foram integradas aos dados genômicos informações 
referentes à expressão desses genes em condições de degradação (bagaço de cana, celulose, 
glicose e lactose), com proteômica das enzimas presentes no secretoma desse fungo, nas 
condições de celulose e glicose e, na forma como os genes se relacionam, por meio de uma rede 
de corregulação de indução/repressão na condição de celulose. Portanto este é o primeiro 
trabalho que utiliza uma abordagem, integrando diferentes dados biológicos, para compreender 
os mecanismos genéticos envolvidos no processo de degradação da biomassa vegetal em T. 
harzianum. 
O estudo de fungos celulolíticos, para a busca de novas enzimas, é uma etapa importante 
para otimizar o processo de hidrólise enzimática na produção de bioetanol. No entanto o tipo 
de biomassa utilizada, no processo de hidrólise, afeta os mecanismos de ação das enzimas 
(Himmel et al., 2007; Zhao et al., 2012; Godin et al., 2013), desse modo, mesmo com a 
disponibilidade de vários coquetéis enzimáticos comerciais, o Brasil possui uma demanda de 
desenvolvimento de um conjunto de enzimas que tenha uma ação específica e eficiente, para o 
tipo de biomassa vegetal utilizada, que são, principalmente, resíduos da produção de cana-de-
açúcar do setor agronegócio (Rabelo, 2010; Santos et al., 2012). Portanto projetos de pesquisa 
que utilizam diferentes técnicas de biologia molecular, para a busca dessas enzimas, são de 
extrema importância para o desenvolvimento dessa tecnologia.   
Um dos desafios da genômica atual são os meios de armazenamento e a curadoria do 
grande número de sequências que são depositadas em bancos públicos (principalmente NCBI, 
EBI e DDBJ). Faz-se necessário um maior número de projetos de pesquisa direcionados, para 
a análise de dados e prospecção de sequências, visando aproveitar e direcionar o conjunto de 
dados já disponível para responder a novas questões biológicas. Com base nessa premissa, neste 
trabalho de tese, foram utilizados os dados já gerados em outros estudos para integrar diferentes 
informações biológicas (Horta et al., 2014; Baroncelli et al., 2015; Crucello et al., 2015; Horta 
et al., 2018) e obter uma resposta mais ampla do processo estudado. 
Com o surgimento de novas tecnologias de sequenciamento (por exemplo, Illumina, 
PacBio e Nanopore), associadas com novas ferramentas de análise computacional, o estudo 
genômico de diferentes espécies, muitas delas não modelo, tornou-se rotineiro nos projetos de 
pesquisa. Para fungos celulolíticos, esse tipo de estudo é utilizado, principalmente, para a 
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anotação de novos genes e à compreensão de sua organização física (Martinez et al., 2004; Pel 
et al., 2007; Martinez et al., 2008; Druzhinina et al., 2011; Zhao et al., 2013). O processo de 
anotação de um genoma é uma atividade constante e que deve ser revisada constantemente, 
desse modo, muitos trabalhos têm realizado reanotação, focando em grupo de genes (Häkkinen 
et al., 2012). Um dos aspectos deste estudo com T. harzianum foi utilizar genomas disponíveis 
em bancos de dados para reanotar o conteúdo gênico de CAZymes, buscando caracterizar o 
conteúdo dessas enzimas para esse fungo e compará-lo com o de outras espécies. 
Os fungos possuem uma evolução genômica bastante dinâmica, já que precisam se 
adaptar a diferentes ambientes e modos de vida na natureza (Kuhn et al., 2001; Wapinski et al., 
2007; Kubicek et al., 2011; Xiao et al., 2012). Dentro de uma mesma espécie, é possível 
observar diferenças significativas entre linhagens, por isso, é comum o sequenciamento 
genômico de diferentes linhagens de um fungo. Neste estudo, utilizou-se uma biblioteca de 
BACs de T. harzianum da linhagem IOC3844, já desenvolvida em um trabalho anterior 
(Crucello et al., 2015), para prospectar grandes regiões genômicas, contendo genes CAZymes, 
para um estudo mais detalhado dessas regiões para essa linhagem. Comparar esses dados 
genômicos com o de outras espécies de Trichoderma permitiu entender a organização gênica 
entre os diferentes fungos.  
 Outro importante aspecto, para a compreensão dos mecanismos genéticos envolvidos 
no processo de degradação da biomassa vegetal, é perceber como a expressão gênica é regulada 
por fatores de transcrição (Häkkinen et al., 2014; Benocci et al., 2017). A ação de enzimas 
auxiliares (van den Brink e de Vries, 2011; Levasseur et al., 2013) e de proteínas envolvidas no 
transporte transmembrana (Tian et al., 2009; Galazka et al., 2010) desencadeiam a maquinaria 
biológica responsável pela expressão e regulação gênica. Muitos fatores de transcrição já foram 
associados diretamente com a regulação de genes celulolíticos, tais como o XYR1, ACE2 e 
ACE3, no entanto esses reguladores parecem ter uma ação distinta para diferentes espécies de 
fungos. Sendo assim, é necessário o estudo da ação de um determinado regulador para cada 
espécie de fungo estudada (Häkkinen et al., 2014; Benocci et al., 2017). Com base em dados de 
expressão de RNA-seq, encontra-se o fator de transcrição CLR2, diferencialmente expresso na 
condição de celulose. Esse fator de transcrição parece ter um papel importante na regulação de 
celulases em N. crassa (Coradetti et al., 2013; Craig et al., 2015). Entretanto estudos 
preliminares em T. reesei não demostraram um papel direto desse regulador na produção de 
celulases (Bischof et al., 2013). Portanto são necessários estudos mais detalhados para 
compreender a importância do CLR2 em T. harzianum. 
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 A Biologia de Sistemas é um campo científico que integra diferentes informações, 
procurando uma visão global do funcionamento de um determinado sistema; é bastante utilizada 
na área de ecologia e, mais recentemente, na genética. Com a disponibilidade de uma grande 
quantidade de dados na área da genômica, foi possível utilizar essa abordagem inovadora para 
entender como os genes estão relacionados a uma determinada via. Em um trabalho anterior, 
foi desenvolvida a primeira rede de corregulação completa para T. harzianum, T. reesei e T. 
atroviride (Horta et al., 2018) e, com a disponibilidade desses dados, foi possível filtrar clusters 
de genes envolvidos em um determinado processo, além de ter sido possível utilizar diferentes 
informações bioquímicas, para apreender o modo de ação de indutores e repressores. Neste 
trabalho, construiu-se e analisou-se uma rede bayesiana de indução/repressão de genes na 
condição de celulose para T. harzianum IOC3844. Essa rede apresentou genes já 
reconhecidamente relacionados à degradação de celulose (endoglucanases, β-glicosidases e 
celobio-hidrolases), genes auxiliares (LPMO da família AA9 e CIP2) e outros de anotação 
hipotética que ainda não possuem função biológica conhecida e que podem ser alvos potenciais 
para estudos bioquímicos e funcionais.           
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RESUMO DOS RESULTADOS 
 
Capitulo II – Artigo 1 
 
(1) Foram identificados e anotados 430 CAZymes no genoma de T. harzianum. Foram 
classificadas, segundo o banco CAZy: 259 GHs, 101 GTs, 6 PLs, 22 Ces, 42 AAs e 46 CBMs. 
(2) Em T. reesei RUT C-30, foram anotados 198 GHs; 92 GTs; 5 PLs; 20 CEs; 40 AAs e 35 
CBMs. Em T. virens e T. atroviride, 441 e 422 CAZymes foram identificados, respectivamente.   
(3) Quando analisada a expressão, por meio dos dados de RNA-seq (nas condições de 
crescimento e degradação em bagaço de cana, celulose e lactose), os genes com o maior nível 
de expressão foram: GH18 (23 genes), GH3 (17 genes), GH16 (16 genes), GH2 (13 genes) e 
GH5 (12 genes); 
(4) A análise filogenética das proteínas das famílias AA9/GH61, CE5 e GH55 mostraram uma 
grande diversidade funcional dentro de uma mesma família de proteínas CAZymes. 
 
Capítulo III – Artigo 2 
 
(1) Foram identificadas e sequenciadas 62 regiões genômicas na biblioteca de BACs de T. 
harzianum da linhagem IOC3844. 
(2) Um total de 1676 genes foram preditos e anotados, entre eles, foram encontrados 222 
CAZymes para T. harzianum. 
(3) Utilizando dados de transcriptoma do fungo crescido, nas condições de celulose e glicose, 
foram encontrados 114 genes com expressão diferencial na condição de celulose. 
(4) O fator de transcrição Cellulose Regulator 2 (CLR2) que possui sintenia e conservação 
filogenética, em diferentes espécies de Trichoderma spp., foi encontrado diferencialmente 
expresso na condição de celulose.   
(5) A rede de corregulação de genes induzidos em celulose apresentou genes como o CIP2 
(Cellulose Induced Protein 2) da família CE15 e uma LPMO (Cooper-dependent lytic 
polysaccharide mono-oxygenases) da família AA9, além de genes classicamente relacionados 
a esse processo como celobio-hidrolase da família GH6. 
 
Resultados Complementares 
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(1) Os fatores de transcrição XYR1 (Xylan Degradation Regulator-1) e CREA1 (Carbon 
Catabolite Repression A) foram identificados como alvos para estudos bioquímicos e 
funcionais. 
(2) Foram desenhados e sintetizados primers para a clonagem desses genes. 
(3) O gene da proteína CREA foi amplificado e clonado em E. coli DH10B. 
(4) Foi feito um teste de expressão para a obtenção da proteína recombinante e o resultado foi 
negativo. 
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CONCLUSÕES GERAIS 
 
 Neste estudo, foram identificados e caracterizados genes e regiões genômicas 
relacionadas com a degradação da biomassa vegetal no fungo T. harzianum. O estudo, 
integrando diferentes abordagens biotecnológicas (genômica, transcriptômica, proteômica e de 
redes de corregulação) para T. harzianum da linhagem IOC3844, permitiu melhor entender o 
processo de regulação envolvido na expressão de enzimas hidrolíticas. Enzimas auxiliares 
como a CIP2 e da família AA9 foram encontradas na rede de corregulação de indução em 
celulose e podem ser chave nesse processo para T. harzianum. O fator de transcrição CLR2, 
que foi diferencialmente expresso na condição de celulose, pode estar ligado ao mecanismo de 
regulação de celulases. Os resultados encontrados neste estudo demonstram que T. harzianum 
é um fungo potencial para mais estudos envolvendo os mecanismos genéticos da regulação dos 
genes envolvidos na degradação da biomassa vegetal.        
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PERSPECTIVAS 
 
Os resultados apresentados nesta tese podem contribuir para novos estudos envolvendo 
o conjunto CAZyme, enzimas auxiliares, fatores de transcrição e de proteínas transmembrana 
que foram identificados em T. harzianum. O estudo da função e estrutura dessas proteínas são 
de fundamental importância, para futuros estudos de engenharia dessas proteínas, visando 
torná-las mais eficientes em seu processo de degradação e em sua aplicação em coquetéis 
enzimáticos eficientes para a biomassa vegetal utilizada no Brasil. Além disso, estudos de 
nocaute gênico, focando em fatores de transcrição, podem esclarecer a importância desse 
regulador na maquinaria biológica envolvida nesses processos. Neste trabalho, identificaram-
se dois fatores de transcrição, diferencialmente expressos na condição de celulose (CLR2 e um 
fator de transcrição hipotético), que podem ser alvos de futuros estudos para desvendar os 
mecanismos de degradação de biomassa usado por Trichoderma ssp. Os fatores de transcrição 
XYR1 e CREA, que foram alvo de estudos preliminares neste trabalho, serão melhor estudados 
in silico, funcional e bioquimicamente em um projeto de dissertação em andamento no 
laboratório.       
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